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（アルシアン青・サフラニン及びトルイジン青によるラット腹腔内
肥満細胞顆粒の染色性と顆粒内プロテアーゼの含有量の関係）
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論　文　　内　　容　　の　要 旨
〔目　的〕
ラット腹腔内肥満細胞の顆粒内に含まれる主要な蛋白RMCP－1の顆粒内局在を免疫組織
化学的に観察し、RMCP－1をマーカ，として顆粒分泌を形態的に明らかにする。又、同一
肥満細胞で他の染色法と対比することにより、異なった染色性を示す顆粒の性状を明らかにす
る。
〔方　法〕
6W令Sprague－Dawleyラットをエテール麻酔下に断頭屠殺し、2％グルタール・アルデ
ヒドを腹腔内に直接注入した。肥満細胞を含む腹腔内遊離細胞を固定液と共に取り出し、4℃
で1時間固定した。洗浄後、1％オスミウムで1時間、後固定した。一部の固定細胞はエタノー
ル脱水後、エボン包埋し、残りの固定細胞はアルシアン青・サフラニン重染色後、同様にエボ
ン包埋した。アルシアン青・サフラニン重染色として1％アルシアン青・8GX（pH3．0）
で2時間、0．5％サフラニン（pHl．0）で10分間染色した。トルイジン青染色として0．05％
トルイジン青（pH3．0）液で5分間染色した。RMCP－Iの電顕免疫組織化学は超薄切片
を10％H202でエッチング処理した後、間接法で行った。DAB反応を5分間行った後、2
％オスミウムで30分間処理し、電顕観察を行った。
〔結　果〕
肥満細胞顆粒はトルイジン青で濃紫色から淡紫色迄種々の濃度の紫色に染色され、その色調
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、において顆粒間に連続的な移行がみられた。連続切片の一枚にトルイジン青染色、他の一枚に
RMCP－Iの免疫組織化学的染色を行って、それぞれの切片で同一の肥満細胞を比較すると、
個々の顆粒は紫色の濃度に比例するRMCP－Iを含んでおり、渡紫色顆粒は多量のRMCP－
Iを含んでいるが、淡紫色顆粒はほとんどRMCP－Iを含んでいなかった。又、アルシアン
青・サフラニン重染色でも肥満細胞顆粒は赤と青の問の種々の色に染色され顆粒間には色調の
連続的な移行が観察された。アルシアン青・サフラニン重染色をした肥満細胞を、トルイジン
青で更に染色すると、赤色顆粒は濃紫色に変化し、青色顆粒は色が変化しなかった。また赤と
青の中間色の顆粒は赤色の程度に応じて、濃度の異なる紫色に変化した。
〔考　察〕
ラット腹腔内肥満細胞の顆粒には、電子密度の高い緻密顆粒から電子密度の低い微細網状顆
粒、更に顆粒内容がほとんどなくなった空胞状顆粒に至る、一連の顆粒変化像がある。竹岡は、
この一連の顆粒変化像を顆粒分泌の細胞内過程と解釈した。しかし、彼は分泌される内容につ
いては記載しなかった。肥満細胞顆粒はヒスタミン、セロトニン、ヘパリンの他に蛋白を含ん
でいる。蛋白含有量が顆粒の電子密度に深く関係するので、顆粒の形態変化は蛋白の放出を伴っ
ていると推測される。著者は顆粒内の主要な蛋白RMCP－Iの顆粒内局在を、免疫組織化学
的に明らかにし、免疫反応産物の沈着量から、RMCP－Iの顆粒内含有量を半定量的に知る
ことが出来た。即ち肥満細胞は免疫組織化学的染色で、RMCP，Iの含有量が異なる顆粒を
持ち、しかもRMCPpIの含有量について、これらの顆粒間には連続的な移行があることが
明らかとなった。
トルイジン青やアルシアン青・サフラニンで染色された肥満細胞顆粒は、連続的に移行する
種々の色調の顆粒に染色される。これら3種類の染色法、RMCP－Iの免疫組織化学的染色、
トルイジン青染色及びアルシアン青・サフラニン重染色の問の対応関係から、サフラニン陽性
顆粒はRMCP－Iの含有量が多く、アルシアン青陽性顆粒はRMCP，Iの含有量が少ない。
肥満細胞をアルシアン青単独で染色すると、ほとんど全ての顆粒がアルシアン青で染色され
る。しかし、へパリナーゼで前処置した肥満細胞はアルシアン青染色性が著しく低下する。こ
のことは、アルシアン青染色性にヘパリンが深く関係し、ほとんど全ての顆粒がヘパリンを含
んでいることを示している。従って、サフラニン陽性顆粒はヘパリンとRMCP－Iを多量含
むのに対して、アルシアン青陽性顆粒はヘパリンを含むがRMCP－Iを少量しか含んでいな
い。これらの顆粒の問には連続的な移行があるので、アルシアン青・サフラニン重染色による
アルシアン青陽性顆粒はサフラニン陽性顆粒がRMCP－I等の顆粒内蛋白を放出して変化し
た顆粒である。
再生初期の腹腔内肥満細胞や幼若動物の肥満細胞は、多数のアルシアン青陽性顆粒を持ち、
RMCP－Iの分泌活性が高い細胞であるが、正常動物の肥満細胞も又少量のRMCP－Iを
分泌していると考えられる。
〔結　語〕
肥満細胞は、RMCP－Iの含有量が異なる顆粒を持ち、これらの顆粒は代表的な肥満細胞
の染色法で異なる色調に染色される。即ち、RMCP－I含有量の多い顆粒はトルイジン青染
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色で濃紫色、アルシアン青・サフラニン重染色で赤色に染色されるが、RMCP，Iをほとん
ど含まない顆粒は、各々の染色法で淡紫色及び青色に染色される。そして、RMCP－Iの含
有量や染色色調について肥満細胞顆粒の問に連続的な移行がある。従って、肥満細胞顆粒はR
MCP－I等の顆粒内容を放出して、サフラニン陽性顆粒からアルシアン青陽性顆粒に変化す
ると結論され、アルシアブルー・サフラニン重染色法で観察されるアルシアン青陽性顆粒は分
泌過程にある顆粒である。
学位論文審査の結果の要　旨
肥満細胞顆粒にはヒスタミン、セロトニン、ヘパリン、及び蛋白が含まれる。顆粒蛋白の大
部分はラット結合組織肥満細胞ではI型肥満細胞蛋白分解酵素（RMCP－I）で、これは機
能的蛋白と考えられるが、この酵素の生理的または病理学的意義は明らかではない。この理由
は酵素の動態と組織変化との関係が見出されていないことによる。著者は既報の論文でRMC
P－Iの顆粒への局在を免疫組織化学的に証明したが、この方法は操作の複雑性の故に正常及
び病理組織の広範囲の検索には適用しにくい。そこで著者は安定した染色法であるアルシアン
青・サフラニン重染色における顆粒の染色性とRMCP－Iとの関連性を明らかにすることに
より同酵素の動態を光顕的に判定できる方法を開発しようとした。すなわち、ラット腹水肥満
細胞のエボン切片にRMCP－Iに対する免疫組織化学を行い電顕で、またこれに連続する光
顕切片をトルイジン青染色で観察し、RMCP－Iの濃度とトルイジン青のメタクロマジアの
程度を比較した。トルイジン青による濃紫色、紫色、桃色の顆粒は、それぞれ最大量、中等量、
少量のRMCP－Iをもつことを確かめた。一方、固定後に染色しエボン包埋した肥満細胞で
は顆粒はサフラニン陽性、中間色、アルシアン青陽性に区別できるが、これらの顆粒は同一切
片のトルイジン青の後染色で、それぞれ濃紫色、紫色、桃色顆粒に相当することが確かめられ
た。従ってサフラニン陽性顆粒、中間色顆粒、アルシアン青陽性顆粒は、それぞれRMCP－
Iの最大量、中等量、少量を含むと結論される。
この研究は正常及び病理的変化における肥満細胞の機能を示す顆粒内酵素の動態を、安定し
た染色法により広範囲の組織検索を可能とする手段を開発したものであり、また先人の業績の
新しい解釈を可能にしたもので、医学上価値あるものと認められる。
－58－
